肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，也是发病率和死亡率增长最快、对人类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一。肺癌具有高发病率、易复发、难治疗的特点，5年生存率仅为20%-30%^\[[@b1],\ [@b2]\]^。临床治疗多采用手术切除，并联合放疗或化疗以及靶向治疗^\[[@b3],\ [@b4]\]^。但由于癌细胞的高侵袭性和迁移性，易发生复发和转移。因此，寻找肿瘤细胞的新的抑制剂成为抗肺癌研究和治疗中的重要策略。

新型免疫抑制剂在临床上广泛应用，不仅在防止器官移植免疫排斥的治疗上发挥重要作用，极大改善了器官移植患者的生存质量，同时也为许多自身免疫性疾病的治疗开辟了广阔的应用前景^\[[@b5]\]^。FK506（tacrolimus，他克莫司）是从链霉菌属（Streptomyces）中分离出的23元大环内酯类新型免疫抑制剂^\[[@b6],\ [@b7]\]^。近年来，肝移植术、肾移植术已日益成熟，并广泛用于治疗严重肝脏、肾脏疾病。而肺移植也逐渐成为治疗严重慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease, COPD）、特发性肺纤维化等肺部疾病的重要手段，并为肺癌患者带来希望。而移植术后肿瘤的发生和转移复发也引起了人们格外的关注。有研究^\[[@b8]-[@b10]\]^报道，肝癌肝移植术后免疫抑制剂的应用可能促进了术后肿瘤的转移复发。而免疫抑制剂环孢素A（cyclosporin A, CsA）和FK506对膀胱癌、前列腺癌、泌尿道肿瘤等细胞具有明显的抗肿瘤作用，但关于肺癌与FK506药物的相关研究罕见报道。此外，FK506药物抗肿瘤作用的分子机制仍不清楚。本研究的目的是研究FK506对人肺癌细胞株A549和H1299的抗肿瘤作用，并对其相关机制进行初步探讨。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

细胞株：人肺癌细胞株A549和H1299购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库，用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基于37 ℃、5%CO~2~饱和湿度条件的培养箱内进行常规传代培养。试剂：免疫抑制剂FK506（纯度≥98%，天津苏斯泰来生物技术有限公司闻建华老师提供）；RPMI-1640培养基和胎牛血清（Gibco）；Trizol（Life Technology）；CCK-8试剂盒（碧云天）；Cell-Light^TM^ EdU检测试剂盒（广州市锐博生物科技有限公司）；细胞周期分析试剂盒（BD Biosciences）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（Thermo Fisher Scientific）；鼠抗人p27、细胞周期蛋白依赖性激酶（cyclin-dependent kinase, CDK）4、CDK6、RB1（Santa Cruz Biotechnology）以及MMP9单克隆抗体（Cell Signaling Technology）；β-actin单克隆抗体（Sigma-Aldrich）；抗鼠辣根过氧化物酶标记Ⅱ抗（Thermo Fisher Scientific）；增强化学发光（ECL）试剂（Thermo Fisher Scientific）；Transwell小室和Matrigel（Corning）。

1.2. CCK-8法检测FK506对细胞增殖的影响 {#s1-2}
-------------------------------------

处于对数生长期的A549和H1299细胞铺于96孔板中，用不同浓度的FK506（10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L、60 μmol/L、80 μmol/L和100 μmol/L）处理细胞24 h和48 h后，每个药物浓度每个时点5个复孔，每孔加入10 μL CCK-8试剂于37 ℃中继续培养2 h，然后于酶标仪上测定450 nm的吸光度A。细胞增殖抑制率（%）=（1-实验组平均A值/正常对照组平均A值）×100%。细胞的相对活性（%）=1-细胞增殖抑制率。

1.3. EdU标记实验 {#s1-3}
----------------

将A549和H1299细胞分别以4×103接种于96孔板中，在0、30 μmol/L和60 μmol/L FK506处理细胞48 h后，每孔加入100 μL含EDU培养基孵育2 h，经4%多聚甲醛和0.5% Triton X-100处理后，加入100 μL的Apollo染色反应液，并用含DAPI的荧光封片剂进行封片，荧光显微镜下观察检测。

1.4. 细胞周期分析 {#s1-4}
-----------------

取对数生长期的A549和H1299细胞，2×10^5^/mL接种于10 cm培养皿，30 μmol/L和60 μmol/L FK506碱处理48 h后，用0.25%的胰酶消化，2, 000 r/min离心5 min收集细胞，PBS洗2次，1, 000 r/min离心后弃上清液，500 μL 70%乙醇4 ℃固定过夜。加入RNA酶消化，使用碘化丙啶（PI）避光染色30 min，BD流式细胞仪进行细胞周期分析，重复实验3次。

1.5. Transwell细胞迁移实验 {#s1-5}
--------------------------

Transwell小室中加入100 μL的含1×10^5^细胞悬液，下室加入600 μL完全培养基，置于37 ℃ 5%CO~2~恒温孵箱培养24 h。取出Transwell小室用棉签小心拭去基质胶及上室细胞，4%多聚甲醛固定10 min，结晶紫室温染色25 min，PBS洗3遍，显微镜下选5个随机视野进行拍照计数。计算平均每个视野的细胞数，以穿过滤膜进入下室的细胞数来表示细胞的侵袭能力。每组实验重复3次。

1.6. 细胞划痕实验 {#s1-6}
-----------------

A549和H1299细胞接种于6孔板中，形成单层贴壁细胞后用FK506处理，当细胞长至95%以上融合度后，用200 μL的移液器枪头在单层细胞上划痕，用PBS洗去散落的细胞，加入含0.1%FBS的RPMI-1640培养基，37 ℃、5%CO~2~细胞培养箱继续培养24 h。按0、24 h取样拍照。迁移程度=（0 h两侧距离-24 h两侧距离）/0 h两侧距离。

1.7. 免疫印迹实验 {#s1-7}
-----------------

取对数生长期的细胞，FK506（0、30 μmol/L和60 μmol/L）分别作用于细胞48 h后，冰上收集细胞，PBS洗涤2次后离心，加入RIPA裂解30 min，并低温离心，收集上清并用BCA法测定蛋白浓度。经10%SDS-PAGE电泳分离后电转印至硝酸纤维素膜（nitrocellulose filter membrane，简称NC膜）上。5%脱脂牛奶封闭2 h后，加入p27（1:200）、RB1（1:1, 000）、CDK4（1:200）、CDK6（1:1, 000）以及MMP9（1:1, 000）一抗4 ℃孵育过夜；TBST洗涤3次×5 min；加入1:2, 000稀释的HRP标记的二抗，室温孵育1 h，TBST洗膜3次×5 min，增强化学发光法显影，应用凝胶成像分析系统分析结果。

1.8. 统计学方法 {#s1-8}
---------------

采用SPSS 21.0统计软件包进行分析。计量资料以均数±标准差（Mean±SD）表示，各组之间的比较采用*ANOVA*检验。*P*＜0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. FK506对肺癌细胞增殖的抑制作用 {#s2-1}
----------------------------------

CCK-8实验结果显示，细胞经不同浓度的FK506处理24 h和48 h后，A549和H1299细胞增殖明显受到抑制（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}），与对照组相比，FK506处理组中细胞的抑制率明显上调，且其作用效果呈浓度和时间依赖性。FK506处理24 h对A549和H1299细胞生长抑制的IC~50~分别为38.14 μmol/L和39.09 μmol/L，而处理48 h后A549和H1299细胞的IC~50~分别为34.98 μmol/L和23.40 μmol/L，后续实验主要选用30 μmol/L和60 μmol/L FK506处理细胞。

![FK506对肺癌肿瘤细胞株A549和H1299生长的抑制作用。A：CCK-8试验结果显示FK506明显抑制A549细胞的活性；B：CCK-8试验结果显示FK506明显抑制H1299细胞的活性；C和D：EDU标记试验检测FK506对A549和H1299细胞DNA合成能力的影响。^\*\*^*P*＜0.01。\
Inhibitory effect of FK506 on the growth of A549 and H1299 lung cancer cells. A: FK506 inhibited the cell viability of A549 cells using CCK-8 assay; B: FK506 inhibited the cell viability of H1299 cells using CCK-8 assay; C and D: FK506 inhibited DNA synthesis ability of A549 and H1299 cells using EDU-labeling assay. ^\*\*^*P* \< 0.01.](zgfazz-20-7-446-1){#Figure1}

另外，EdU标记实验结果显示，相比于对照组，30 μmol/L和60 μmol/L FK506处理组中A549细胞和H1299细胞EDU阳性率明显下降（*P*＜0.01），且随着药物浓度的增加而呈下降趋势。

2.2. FK506对肺癌细胞周期分布的影响 {#s2-2}
----------------------------------

分别用30 μmol/L和60 μmol/L FK506处理A549和H1299细胞，然后采用了流式细胞术检测FK506处理后的细胞周期分布情况，结果显示FK506处理48 h后，A549和H1299细胞中G~0~/G~1~细胞的比例明显高于对照组，而G~2~期/M期的细胞的比例明显低于对照组，且呈药物浓度依赖性，提示FK506能诱导肺癌细胞的G~0~期/G~1~期细胞停滞（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![FK506对A549和H1299细胞周期分布的影响。A：流式细胞技术检测FK506处理细胞48 h后细胞周期分布；B：细胞周期分布直方图。^\*^*P*＜0.05。\
Effects of FK506 on cell cycle distribution of A549 and H1299 cells. A: Cell cycle distribution was detected by flow cytometry using a propidium iodide staining assay after treatment with FK506 for 48 h; B: Histogram of cell cycle distribution. ^\*^*P* \< 0.05.](zgfazz-20-7-446-2){#Figure2}

2.3. FK506抑制肺癌细胞迁移能力 {#s2-3}
------------------------------

分别通过Transwell法及划痕实验检测细胞的迁移能力，FK506处理细胞48 h后，与对照组相比较，A549和H1299细胞FK506处理组中穿过膜的细胞数量明显减少（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。此外，细胞划痕实验结果显示，FK506处理24 h和48 h后，30 μmol/L和60 μmol/L FK506处理组的A549和H1299细胞的迁移率与对照组相比细胞迁移率明显下降（*P*＜0.05），而且随着药物浓度的增加，细胞迁移率有下降趋势，差异具有统计学意义（*P*＜0.05）（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![FK506对A549和H1299细胞迁移的影响。A：细胞划痕实验检测FK506细胞处理48 h后细胞迁移能力；B：细胞迁移能力统计直方图；C：Transwell细胞迁移实验检测FK506处理细胞48 h后细胞迁移能力。^\*^*P*＜0.05。\
Effects of FK506 on cell migration of A549 and H1299 cells. A: Cell migration was detected by wound-healing assay after treatment with FK506 for 48 h; B: Histogram of cell migration of A549 and H1299 cells; C: Transwell migration assay was used to detect the effect of FK506 on cell migration after treatment with FK506 for 48 h. ^\*^*P* \< 0.05.](zgfazz-20-7-446-3){#Figure3}

![FK506对细胞周期相关因子和MMP9表达的影响。A：Western blot检测细胞周期相关因子的表达；B：Western blot检测MMP9的表达。\
Effects of FK506 on expression of cell cycle-related proteins and MMP9 expression. A: The expression of cell cycle-related proteins were detected by Western blot; B: The expression of MMP9 was detected by Western blot.](zgfazz-20-7-446-4){#Figure4}

2.4. FK506调控细胞周期相关因子和MMP9的表达 {#s2-4}
------------------------------------------

为进一步探索FK506抑制肺癌细胞增殖和迁移能力的分子机制，我们还采用了免疫印迹技术检测细胞周期相关调控蛋白p27、RB1、CDK4和CDK6的表达。结果发现，FK506能显著抑制人肺癌细胞A549和H1299的CDK4、CDK6和RB1的蛋白表达，而升高p27的表达水平。另外，同对照组相比，FK506处理后A549细胞中MMP9的表达显著下调。

3. 讨论 {#s3}
=======

近年来我国肺癌的发病率呈明显上升趋势，尽管近年来临床治疗取得了很大进展，但死亡率仍然很高，5年生存率仅为20%-30%^\[[@b1]\]^。因此，研究肺癌新的治疗药物具有重要的意义。FK506不仅在器官移植抗免疫排斥中发挥重要作用，还对严重的、顽固性的狼疮性皮肤损害有良好效果。近年来研究还表明，FK506能抑制肿瘤细胞的增殖，但其在肺癌细胞的相关作用尚未见报道。本研究以A549和H1299细胞株为研究对象，探讨FK506在体外对肺癌细胞株的增殖和细胞迁移的作用及相关机制。

本研究证实了FK506对肺癌细胞株A549和H1299有明显的生长抑制作用，且对肺癌细胞的抑制作用呈时间和剂量依赖性。细胞周期调控的异常与肿瘤的发生及发展密切相关。我们检测了FK506处理对肺癌细胞周期分布的影响，发现FK506处理能诱导肺癌细胞停滞在G~0~期-G~1~期增多，且呈剂量依赖性。*P27*基因是近年来发现的一个重要的抑癌基因，其编码的P27蛋白是细胞周期调控中重要的控制因子^\[[@b11]\]^。P27主要通过抑制cyclin和CDK2/4等G~1~期激酶复合物的活性，从而阻止细胞由G~1~期向S期的转变^\[[@b12]\]^。CDK4和CDK6是蛋白激酶家族的重要成员，通过与cyclin形成复合物磷酸化一系列的目标底物，从而导致细胞周期循环的产生。CDK4和CDK6水平的下降也可通过阻止转录因子E2F的释放，从而抑制DNA的合成^\[[@b13]\]^。抑癌基因*RB1*在细胞周期G~0~期、G~1~期处于非磷酸化状态，并与转录因子E2F结合，从而抑制靶基因活化。本课题组研究发现，FK506能显著抑制P27的表达水平，抑制周期蛋白依赖性激酶CDK4和CDK6的表达水平，提示FK506可能通过上调P27的表达水平，从而抑制CDK4和CDK6的水平，进而抑制DNA的合成。由此可推断，诱导细胞周期停滞可能是FK506抑制肺癌细胞增殖的途径之一。

肿瘤的转移是一复杂的多步骤过程，寻找新的能有效抑制恶性肿瘤的复发、侵袭及迁移的肿瘤抑制剂，是抗癌药物研究的方向。本研究证实了FK506能抑制肺癌细胞的体外迁移。基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases, MMPs）是一类分解细胞外基质组分的锌蛋白酶，主要的生理作用是降解细胞外基质（extracellular matrix, ECM），破坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏障^\[[@b14]\]^。MMPs已被证明在肿瘤生长、侵袭和转移中发挥着关键作用。MMP9是MMPs中研究较深入的明胶酶，主要水解变性胶原及基膜的主要成分Ⅳ型胶原，与肿瘤的侵袭和转移密切相关^\[[@b15],\ [@b16]\]^。本研究结果表明，FK506对MMP9的抑制作用随着药物浓度的增强而增强，提示FK506对肺癌细胞侵袭和迁移能力的抑制与MMP9活力下降相关。

综上所述，通过体外实验我们初步证实FK506可以抑制肺癌A549和H1299细胞的增殖和迁移能力。FK506可能通过诱导细胞周期G~0~/G~1~停滞而抑制肺癌细胞的增殖，并且其对肺癌细胞迁移能力的抑制可能与MMP9活力下降相关。
